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Zusammenfassung

Die ventrale anteriore Insula des Menschen wurde von Wissenschaftlern mit verschiedenen Ver-
fahren untersucht, um deren Struktur und Funktionsweise besser zu verstehen (z. B. Zytoarchi-
tektur, Myeloarchitektur, Konnektivitat und funktioneller Bildgebung). Die sich daraus ergeben-
den Parzellierungen zeigen Uberschneidungen und Unterschiede. Anerkannt und wissenschaft-
lich belegt sind der granuldre Shift innerhalb der Insula, die Beteiligung der ventralen anterio-
ren Insula an sozio-emotionalen Funktionen und als Knotenpunktregion im salience network,
ihre Konnektivitit mit subcortikalen Strukturen wie der Amygdala und cortikalen Strukturen
wie dem anterioren cinguldren Cortex, aber auch dem temporalen, parietalen und frontalen
Cortex.

Unsere kombinierte strukturelle und funktionelle Analyse gibt einen multimodalen Einblick in
diese vielseitige Hirnregion. Die erzeugten Karten zeigen fiinf neue Areale und deren Lage im
stereotaktischen Raum unter Beriicksichtigung interindividueller Variabilitit. Mein Forschungs-
ansatz besteht darin die ventrale anteriore Insula mit Hilfe eines untersucherunabhingigen, sta-
tistisch reproduzierbaren Ansatzes fiir kortikale Grenzen auf der Grundlage ihrer Zytoarchitek-
tur zu analysieren. Mittels linearer und nichtlinearer Transformation wurden die abgegrenzten
Areale als (Maximum-)Wahrscheinlichkeitskarten unter anderem auf das dreidimensionale indi-
viduelle Referenzhirn des Montreal Neurological Institute Colin 27 und das sogenannte asym-
metrische Template iibertragen. Die hierarchische Clusteranalyse der ventralen anterioren Insula
zeigt die strukturellen Gemeinsamkeiten der einzelnen Areale innerhalb der Hemisphiren und
zwischen den Arealen. Eine mehrdimensionale Skalierung stellte Cluster innerhalb des gesam-
ten menschlichen Insula dar, wobei frithere Arbeiten von Kurth et al. 2010, Grodzinsky et al.
2020 und Quabs et al. 2022 einbezogen wurden. Die Schwerpunktkoordinaten der dreidimensio-
nalen Karten wurden fiir den Abgleich der analysierten Areale mit funktionellen Bildgebungs-
studien in der BrainMap-Datenbank verwendet und eine meta-analytische Konnektivitdtsmodel-
lierung stellte fiir jedes einzelne Areal koaktivierte Regionen wihrend ihrer funktionellen Akti-
vierung dar.

Auf der Grundlage zytoarchitektonischer Unterschiede wurden fiinf neue Areale in der ventra-
len anterioren Insula identifiziert. Betrachtet man beide Hemisphéren, so bilden die Areale la2,
Ia3 und Id9 in der ventralen anterioren Insula ein zytoarchitektonisches Cluster und die Areale
Id8 und Id10 im frontoinsuldren Cortex. Unter Einbeziehung weiterer elf Areale unserer For-
schungsgruppe, zeigen sich insgesamt sechs insulire Cluster mit einem linearen posterior-ante-
rioren Gradienten von granuldr bis dysgranuldr im dorsalen Teil des insuldren Cortex und einem
diagonalen posterior-anterioren Gradienten von granulér iiber dysgranuldr bis agranulér im
ventralen Teil des insuldren Cortex.

Bei der funktionellen Dekodierung sind drei Doménen zu erkennen. Eine kognitive Doméne in
den Arealen a2 und a3, eine perzeptuelle Doméne im Areal Id9 und eine emotionale Doméne
in den Arealen 1d8 und Id10. Fiir alle Areale wurde eine teilweise funktionelle Lateralisierung
festgestellt. Die metaanalytische Konnektivitdtsmodellierung zeigt die grofiten Koaktivierungen
mit der linken und rechten Amygdala fiir das linke Areal Ia2 und den rechten superioren tempo-
ralen Gyrus fiir das rechte Areal Ia2. Beide Ia3-Areale sind mit der linken Amygdala koakti-
viert. Das grofite Koaktivierungscluster fiir beide 1d9-Areale wird durch linken und rechten an-
terioren cinguléren Cortex gebildet. Beide Id§-Areale zeigen starke Koaktivierungen mit dem
paracinguldren Cortex und dem linken oberen Parietallappen.

Die Karten der Areale Ia2, 1a3, 1dS8, 1d9 und Id10 sind im Sinne von FAIR-Daten verdffentlich
konnen nun als anatomische Referenz fiir weitere Untersuchungen der Insula verwendet wer-
den.



Abstract

The human ventral anterior insula has been studied by many scientists in a multimodal manner
(e.g., cytoarchitecture, myeloarchitecture, connectivity, and function). The resulting parcella-
tions show overlaps and differences. Recognized scientific evidence is the granular shift within
the insular cortex and the involvement of the ventral anterior insular cortex in socio-emotional
functions and as a hub region in the salience network, its connectivity with subcortical struc-
tures, such as the amygdala, and cortical structures, such as anterior cingulate cortex, but also
temporal, parietal, and frontal cortex.

Our combined structural and functional analysis, as well as insular co-activity with other re-
gions of the brain, will provide a multimodal insight into this multifaceted brain region and ac-
count for interindividual variability. Our approach was to identify the ventral anterior insula us-
ing an observer-independent, statistically reproducible approach to cortical boundaries and areas
based on their unique cytoarchitecture. Using linear and non-linear transformation, the de-
marked areas were transferred as (maximum) probability maps to the Montreal Neurological In-
stitute Colin 27 three-dimensional reference brain and the so called asymmetric template. The
hierarchical cluster analysis of the ventral anterior insula reproduces structural commonalities of
each area within hemispheres and between the areas. Multidimensional scaling represented clus-
ters within the entire human insular cortex by incorporating previous work by Kurth et al. 2010,
Grodzinsky et al. 2020, and Quabs et al, 2022. The centroid coordinates of the three-dimen-
sional probability maps were used to perform matching of the analyzed areas with functional
imaging studies using the BrainMap-database. Meta-analytic connectivity modeling represented
coactivated regions for each individual area during their functional activation.

Five new areas were identified in the ventral anterior insula based on their cytoarchitectonic dif-
ferences. Considering both hemispheres, areas [a2, 1a3, and 1d9 in the ventral anterior insula are
a cytoarchitectonic cluster and areas Id8 and 1d10 in the frontoinsular cortex. Compared with
the previously mentioned other eleven areas of our research group, a total of six insular clusters
are revealed based on cytoarchitectonic analysis with a linear posterior-anterior gradient from
granular to dysgranular in the dorsal portion of the insular cortex and a diagonal posterior-ante-
rior gradient from granular to dysgranular to agranular in the ventral portion of the insular cor-
tex. Three domains are evident in functional decoding. A cognitive one in Area [a2 and [a3, a
perceptual one in area Id9, and an emotional one in areas [d8 and Id10. A partial functional lat-
eralization was found for all areas. Meta-analytic connectivity modeling shows the largest co-
activations for right and left amygdala for left area [a2 and right superior temporal gyrus for
right area [a2, respectively. Both areas 1a3 are co-activated with the left amygdala. The largest
coactivation cluster for both areas of 1d9 is formed by the left and right anterior cingulate cor-
tex. Both 1d8 areas show large coactivations with the paracingulate cortex and the left superior
parietal lobule.

The maps of areas a2, [a3, Id8, 1d9, and Id10 are available as F/4/R-data and can now be used
as an anatomical reference for further studies of the ventral anterior insula.
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1 Einleitung

Seit mehr als 100 Jahren ist die Insula Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen. Aller-
dings war jedoch der kleinere Anteil dieser Studien anatomischer Natur war. In den letzten zwei
Jahrzehnten hat dazu das Interesse an dieser Hirnregion erheblich zugenommen, was sich in der
stark wachsenden Zahl an Verdffentlichungen widerspiegelt (Abb. 1). Eine aktuelle Ubersicht
zeigt, dass der grofBite Anteil der zitierten Publikationen zur Inselrinde funktionelle Studien sind,
wihrend 20 % der Veroffentlichungen therapeutische und pathophysiologische Fragestellungen
betreffen und lediglich 13 % anatomische Aspekte untersuchen (Yeung, 2018).

Anzahl der Publikationen mit dem Schliisselwort 'Insuléarer Kortex' pro Jahr
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Abb. 1: Anzahl von Veroffentlichungen mit dem Suchwort "Insuldrer Cortex* sortiert nach Jahr aus

“pubmed.gov”.

In der Inselrinde des Menschen sind unter anderem Funktionen verschiedenster Qualitdten wie
Interozeption, Emotionen, Entscheidungsfindung und Geschmackswahrnehmung repréasentiert
(Mutschler et al., 2009; Brass und Haggard, 2010; Kurth et. al. 2010; Rolls, 2016). Nimmt man
an, dass zytoarchitektonische Areale an spezifischen Hirnfunktionen beteiligt sind, diese also als
neurobiologische Grundlage fiir Funktion gelten konnen (Zilles und Amunts, 2010), ist es von
Interesse, eine valide neuroanatomische Karte fiir ein Struktur-Funktions-Konzept zu etablieren.
Denn wie spiegelt die mikrostrukturelle Organisation einer im Vergleich zum restlichen Grof3-
hirn kleinen Region so diverse Hirnfunktionen wie Interozeption, Emotion und Kognition, so-

wie deren Integration (Zhang et. Al., 2024) wider?



1.1 Entwicklung und Stand der Hirnkartierung

Es existieren bereits mehrere zytoarchitektonische Karten der Inselrinde sowohl fiir den Men-
schen als auch fiir Affen (Brodmann, 1909; Vogt und Vogt, 1919; Rose, 1928; Brockhaus,
1940; Mesulam und Mufson, 1985; Bonthius et al., 2005; Gallay et al., 2012; Morel et al., 2013;
Evrard et al., 2019). Diese Karten unterscheiden sich jedoch hinsichtlich des Umfangs und der
Anzahl der Areale und vermitteln ein uneinheitliches Bild der neuronalen Architektur der In-
sula. Hinzu kommt, dass sich die Karten des insuldren Cortex von Affen nicht eins zu eins auf
den menschlichen insuldren Cortex iibertragen lassen (Abb. 2) (Bauernfeind et. al., 2013;
Evrard 2019). Es ist auch bislang unklar, ob einige der Unterschiede in den Karten auf den je-
weiligen Untersucher oder auf die Tatsache zuriickzufiihren sind, dass einige Studien nur auf

einem einzigen Gehirn oder sogar nur auf einer Hemisphére basieren.
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Abb. 2: Vergleich historischer Hirnkarten der Inselrinde des Menschen von Brodmann, 1909 (A),
Vogt und Vogt, 1919 (B), Brockhaus,1928 (C) und nicht-menschlichen Primaten (D).

Daher ist es von groflem Interesse, eine detaillierte Karte des insuldren Cortex auf Basis einer
groBeren Anzahl von Fillen und mdglichst untersucherunabhéngig zu erstellen und diese in ei-
nem gemeinsamen Referenzraum mit stereotaktischen Daten verfiigbar zu machen. So kénnen
die mikrostrukturellen Daten mit Daten anderer Qualititen wie beispielsweise Funktion,
Konnektivitdt oder Genetik (Bludau et. al., 2018) integriert werden, um Struktur-Funktionsbe-

ziehungen zu untersuchen.



Ein gut etabliertes Konzept ist der sogenannte granuldre Shift innerhalb des insuldren Cortex.
Es beschreibt die Ab- bzw. Zunahme granuldrer Zellen in der vierten Schicht der Inselrinde. Al-
lerdings haben sich basierend auf dem Parameter der Granularitét verschiedene Karten und so-
mit unterschiedliche Interpretationen dieser Verschiebung herausgebildet. Einige Karten postu-
lieren eine posterior-anteriore ,,geradlinige* Verdnderung der Granularitit in der vierten Schicht
(Brodmann, 1909; Vogt und Vogt, 1919; Rose, 1928; Brockhaus, 1940), wiahrend andere eine
von einem agranuldren “Pol” in der ventralen anterioren Inselrinde omni-direktionale, also vom
Pol aus kreisféormiger Zunahme der Granularitit beschreiben. (Mesulam & Mufson, 1985; Mo-
rel, 2013; Evrard, 2019).

Diese Diskussion beriihrt auch die Frage, welche Griinde hinter diesen Unterschieden in den
Karten stehen — abgesehen von der Tatsache, dass einige Karten die menschlichen und anderen
Karten die Zytoarchitektur von Affen zeigen. Unterschiede bestehen nicht nur in der Verteilung
der Granularitit, sondern auch in der Anzahl der identifizierten Areale: wihrend Brodmann
(1909) nur zwei Areale beschreibt, finden sich in der Karte von Vogt und Vogt (1919) zwdlf
Areale. Rose (1928) erstellt eine sehr detaillierte Karte mit insgesamt 31 Arealen. Erste Hin-
weise deuten zudem darauf hin, dass die Karten des insuldren Cortex verschiedener Spezies

nicht direkt iibertragbar sind (Bauernfeind et. al., 2013; Evrard 2019).

Wir vermuten, dass das Konzept des granuldren Shifts zwar korrekt, aber allein nicht ausrei-
chend oder genau genug beschrieben ist, um die Multifunktionalitit des insuldren Cortex zu er-
klaren. Daher préasentieren wir eine Cluster- und Zellanalyse, die zytoarchitektonische Verdnde-
rungen in der Insula nicht nur in der Granularitit der Schicht IV, sondern auch in quantifizierba-

ren zytoarchitektonischen Unterschieden der supra- und infragranuldren Schichten zeigt.

1.2 Funktionelle Bedeutung der ventralen anterioren Inselrinde

Der insuldre Cortex wird mit zahlreichen Funktionen in Verbindung gebracht. Darunter sind In-
terozeption wie Schmerzempfinden, Temperaturwahrnehmung, Juckreiz sowie motorische
Funktionen von Hand und Full (Mutschler et al., 2009). Zudem spielt er eine Rolle bei sozialen
Emotionen wie Empathie, Mitgefiihl sowie interpersonellen Phdnomenen wie Fairness und Ko-
operation (Bartels und Zeki, 2004; Lamm und Singer, 2010; Zaki et al., 2012), bei der zeitlichen
Diskriminierung (Pastor 2004; Kosillo et. al., 2010), der Intentionsbildung (Brass und Haggard,
2010) sowie in sensomotorischen, kognitiven, chemisch-sensorischen und sozial-emotionalen
Bereichen (Kurth et al., 2010). Neuere funktionelle Studien zur anterioren Insula zeigen zudem

eine Beteiligung
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an Entscheidungsprozessen bei der Selbstregulation und belohnungsgesteurtem Verhalten (Pauli
et al., 2016; Perri et al., 2017; Loued-Khenessi et al., 2020; Smith et al., 2014), Geschmacks-
wahrnehmung, autonomen-viszeralen und verwandten Funktionen (Rolls, 2016), sowie der In-
tegration von Kognition und Emotion (Gu et al., 2013). Aufgrund dieser vielseitigen Funktionen
wird die Insula als ein integratives Zentrum des menschlichen Gehirns diskutiert, insbesondere
die ventrale anteriore Insula (VAI). Aktivierungen in der bilateralen anterioren Insula gehoren
zu den am héufigsten in funktionellen Neuroimaging-Studien gefundenen Bereichen und wer-
den als essenzieller Bestandteil oder sogar als Kontrollinstanz des salience networks betrachtet
(Menon und Uddin, 2010; Nelson et al., 2010). Da diese Analysen auf eher niedrig aufgelosten
fMRT-basierten Karten der Insula und nicht auf histologischen Daten basieren, war es unser
Ziel die funktionelle Konnektivitit und funktionelle Dekodierung der ventralen anterioren In-
sula und des frontoinsuldren Cortex (FI) mit histologischen Karten zu korrelieren. Wie spiegelt

sich die Multifunktionalitdt zytoarchitektonisch wider?

1.2.1 Offene Fragen

Die Insula, ein tief liegendes kortikales Gebiet, ist somit funktionell und strukturell hochgradig
heterogen. Sie integriert sensorische, affektive und kognitive Informationen und ist mit zahlrei-
chen Hirnregionen vernetzt, darunter dem anterioren cinguldren Cortex (ACC), der Amygdala
und verschiedenen thalamischen Kernen. Verschieden Studien zur Insula haben gezeigt, dass sie
sich entlang eines granuldren Shifts von agranulédren anterioren zu granuléren posterioren Area-
len organisiert (Brodmann, 1909; Vogt und Vogt, 1919; Rose, 1928; Brockhaus, 1940; Mesu-
lam & Mufson, 1985; Morel, 2013; Evrard, 2019). Diese Beobachtungen basieren auf klassi-
schen architektonischen Analysen und sind oft qualitativer Natur und nicht mit Zahlen hinter-
legt. Neuere Untersuchungen legen nahe, dass diese Einteilung mdglicherweise nicht die voll-
standige strukturelle und funktionelle Diversitit der Insula erfasst (Quabs et al., 2022) und ins-
besondere die ventrale anteriore Insula blieb bislang unzureichend kartiert. Bisher gibt es keine
detaillierte zytoarchitektonische Karte der ventralen anterioren Insula, die sowohl interindividu-
elle Variabilitit als auch moderne Analyseverfahren beriicksichtigt, die auf drei-dimensionaler

Bildgebung basieren.

Zusitzlich gibt es Hinweise auf eine funktionelle Lateralisation bestimmter Insula-Areale (Spéti
et. al., 2014; Kann et. al.; 2016. Wihrend frithere Arbeiten hauptsidchlich funktionelle Konnekti-

vititsanalysen nutzten, fehlt eine direkte Verkniipfung zwischen Zytoarchitektur und



funktioneller Spezialisierung. Ein besseres Verstindnis dieser strukturell-funktionellen Bezie-
hungen ist essenziell fiir die Interpretation neurobiologischer Prozesse in Wahrnehmung, Emo-

tion und Kognition.

1.3 Ziele der Arbeit

Aufbauend auf den Arbeiten unseres Instituts zur Architektur der dorsalen anterioren und poste-
rioren Insula (Quabs et al., 2022) zielt diese Studie darauf ab, die bisher unzureichend unter-
suchten Bereiche der ventralen anterioren Insula zu kartieren, ihre Architektur quantitativ zu er-
fassen und eine erste funktionelle Einordnung vorzunehmen. Wir prédsentieren eine umfassende
Untersuchung der Struktur-Funktions-Beziehung, sowie eine zytoarchitektonische Karte der
menschlichen ventralen anterioren Insel und des frontoinsuldren Cortex, die — im Gegensatz zu
bisherigen Karten der menschlichen Insula — eine groBere Stichprobe beriicksichtigt (n=10), den
Einfluss subjektiver Kartierungen minimiert (Schleicher et al., 1999) und in etablierten Refe-
renzraumen verfiigbar macht (Evans et al., 2012; Amunts et al., 2015). Dariiber hinaus fiigen
wir eine quantitative Analyse funktioneller Koaktivierungsmuster und funktioneller Dekodie-
rung basierend auf unseren zytoarchitektonischen Karten hinzu, um eine multimodale Analyse

der menschlichen ventralen anterioren Insula und des frontoinsuldren Cortex zu ermoglichen.

Die Ziele dieser Arbeit lassen sich aus den zu Grunde liegenden Fragestellungen und Problema-

tiken wie folgt ableiten:

1. Erstellung einer zytoarchitektonischen Karte der ventralen anterioren Insula im
menschlichen Gehirn unter Beriicksichtigung der interindividuellen Variabilitt.

2. Identifikation und Abgrenzung spezifischer Areale innerhalb der ventralen anterio-
ren Insula sowie des frontoinsuldren Cortex

3. Untersuchung der grof3flichigen Organisation der Insula durch Clusteranalysen und
multidimensionale Skalierung, um eine detaillierte Unterteilung der Inselrinde in struk-
turelle und/oder funktionelle Cluster vorzunehmen.

4. Uberpriifung und Erweiterung des Prinzips des granuliren Shifts in der Insula, ins-
besondere in Bezug auf die Verteilung der Zellschichten.

5. Multimodale Analyse der ventralen anterioren Insula durch Nutzung der zytoarchi-
tektonischen, stereotaktischen Daten zur Funktions- und Koaktivierungsanalyse

6. Bereitstellung der erstellten Wahrscheinlichkeitskarten zur 6ffentlichen Nutzung im

EBRAINS Atlas des Human Brain Project.



2 Material und Methoden

2.1 Probengewinnung

Wir untersuchten zehn postmortale menschliche Gehirne (fiinf méannlich, fiinf weiblich). Die
Gehirne stammen aus dem Korperspendeprogramm des Instituts fiir Anatomie der Heinrich-
Heine-Universitit Diisseldorf in Deutschland. Die Durchfiihrung der Studie wurde von der ortli-
chen Ethikkommission der Universitit genehmigt (Aktenzeichen #4863). Keiner der fiir diese
Studie ausgewahlten Korperspender-/innen wies in deren Krankenakten eine bekannte neurolo-
gische und/oder psychiatrische Erkrankung oder Stérung auf. Das Alter der Kérperspender
reicht von 30 bis 85 Jahren; das arithmetische Mittel betrdgt 57,7 Jahre. Dies, die Todesursache

und weitere Information sind der Tabelle 1 zu entnehmen.

Hirn-  Geschlecht  Alter Todesursache Fixierung Schnittebene
code [Jahre]
01 weiblich 79 Harnblasenkarzinom Bodian’s Fi-  koronar
xierung
04 ménnlich 75 Toxische Glomerulonephritis ~ Formalin koronar
05 weiblich 59 Kardipulmonale Insuffienz Formalin koronar
06 ménnlich 54 Herzinfarkt, Colitis ulcerosa Formalin koronar
07 minnlich 37 Akutes Rechtsherzversagen Formalin koronar
10 weiblich 85 Diinndarmileus, Mesenterial-  Bodian’s Fi-  koronar
infarkt xierung
12 weiblich 43 Cor pulmonale, Lungenembo- Formalin koronar
lie
17 weiblich 50 Herzinfarkt Formalin horizontal
20 ménnlich 65 Kardiorespiratorische Insuffi-  Formalin koronar
zienz, metastasiertes Prosta-
takarzinom
21 ménnlich 30 Bronchopneumonie Formalin Koronar

Tabelle 1: Ubersicht der Gehirne, die fiir die zytoarchitektonische Kartierung der ventralen anterioren
Inselrinde ausgesucht wurden, sowie Geschlecht, Alter, Todesursache und Art der Fixierung, sowie

Schnittebene.



2.2 Histologische Aufbereitung und 3D-Rekonstruktion postmortaler

Gehirne

Jedes Gehirn wurde innerhalb von 24 bis 36 Stunden nach Eintreten des Todes entnommen, auf-
bereitet und anschlieend mit vierprozentiger Formaldehyldsung oder mittels Bodian’scher Fi-
xierlosung (80-prozentiges Ethanol, 37-prozentiges Formaldehyd, Eisessig) fiir drei bis sechs
Monate fixiert. Fiir eine ausfiihrliche Beschreibung der Ablaufe siche Amunts et al., 2020. Nach
Abschluss der Fixierung wurden T1-gewichtete Kernspintomogramme der Gehirne mittels eines
1,5T-Scanners der Firma Siemens (Erlangen, Deutschland) unter folgenden Bedingungen gene-
riert: MRT; technische Daten: 3-D FLASH Sequenz (FLASH: fast low angle shot), Flip-Winkel
=40°, TR =40 ms, TE = 5 ms, GroBe eines Voxels = 1,17 mm (x) x | mm (y) x 1 mm (z)).
Dies diente der exakten Aufnahme von Form und GroBe der Gehirne, um zwangslaufige Verén-
derung durch die weitere histologische Aufarbeitung in der 3D-Rekonstruktion wieder ausglei-
chen zu kénnen. Die Gehirne wurden dann in Paraffin eingebettet und mit einem groBformati-
gen Mikrotom (Polycut E, Reichert-Jung, Deutschland) in 20pm dicke Schnitte geschnitten. Fiir
jedes Gehirn entstanden so je nach GroB3e des Organs Schnittserien mit 6000 bis 7500 Schnitten
in transversaler, sagittaler oder koronarer Schnittebene. Jeder 15. Schnitt wurde auf einen Ob-
jekttrager aufgetragen und die Zellkorper mittels einer modifizierten Silberfarbetechnik (Mer-
ker, 1983) angeférbt. Es wurde mindestens jeder 30. Schnitt analysiert, was einer Distanz von
600pm zwischen zwei untersuchten Schnitten entspricht. Insgesamt wurden etwa 500 Schnitte
von neun in koronaler und einem in horizontaler Orientierung geschnittenen Gehirnen manuell
voranalysiert. Areale wurden anhand von mindestens drei verschiedenen zytoarchitektonischen
Merkmalen wie Zellanzahl, ZellgroBe, Verteilung der Zellkdrper und Zelltypen durch Bildana-

lyse zusétzlich zum statistischen Ansatz unterschieden (Schleicher et al.; 1999).



2.3 Identifikation cortikaler Grenzen basierend auf dem Grey Level

Index (GLI)

Die Identifikation zytoarchitektonischer Grenzen wurde in zwei Schritten zunéchst mittels mik-
roskopischer Analyse anhand von Kriterien wie Zellgrofle, Zellmenge, Zelltypen und Schich-
tung der Laminae durchgefiihrt und anschlieBend durch eine statistische Berechnung verifiziert
(Schleicher et al., 1999, 2005, 2009; Amunts und Zilles, 2001; Zilles et al., 2002). Die Hirn-
schnitte aller zehn untersuchten Gehirne standen als digitalisierte Bilder mit einer Auflosung
von 1um/Pixel im Section Tracer Online Tool zur Verfiigung (Amunts et al., 2020). Hierzu
wurden die Hirnschnitte zuvor durch ein Hellfeldmikroskop (7issueScope LE120, Huron Digital
Pathology) digitalisiert. Nach (licht-)mikroskopischer Detektion einer zytoarchitektonischen
Grenze auf einem Hirnschnitt, wahlten wir diesen Bildbereich in rechteckigen Region of inte-
rests (ROI) in mindestens drei aufeinanderfolgenden Schnitten (d.h. mit einer Distanz von
600um bis 1200um zueinander, also jeder 30. bis 60. Schnitt) pro Hemisphére und Gehirn aus
und extrahierten die ROI mit einer Aufléosung von 1pum/Pixel, um dieses der statistischen Ana-

lyse zufiihren zu konnen. Insgesamt wurden so 500 Schnitte untersucht.

Zur statistischen Berechnung mittels grey level index (GLI) nutzten wir ein MatLab-Skript (The
MathWorks, Inc., Natick, MA, USA; Schleicher et al., 1999). So wurde die ROI in GLI-Bilder
umgewandelt. Das Programm verwendet einen GauB3-Filter und ein adaptives Schwellenwert-
verfahren, um zunéchst eine binédre Darstellung der Zellkorper (weill) und des umgebenden Ge-
webes (schwarz) zu erzeugen. In dem nun erzeugten binéren Bild wurde der GLI fiir 16x16-Pi-
xel-Messfelder berechnet (Bludau et al., 2014, Schleicher et al., 2009) als ein Ma@ fiir den Vo-
lumenanteil (%) der Zellkorper in diesem Messfeld (Wree et al., 1982). Der GLI wird berech-
net, indem die Flache der dunkel gefarbten Pixel (Neuronen) ins Verhiltnis zur Gesamtfldche
des gemessenen Bereichs gesetzt wird. Seine Werte liegen zwischen 0 % und 100 %. Ein GLI-
Wert von 60% bedeutet beispielsweise, dass Zellkorper 60% des Volumens im untersuchten

Messfeld ausmachen, wahrend die iibrigen 40% aus tibrigen Strukturen bestehen.

Im néachsten Schritt wurden eine dulere Konturlinie zwischen Zellschicht I und I sowie eine in-
nere Konturlinie zwischen Zellschicht VI und der weillen Substanz per Hand eingezeichnet.
Diese wurden per Berechnung mittels Querlinien verbunden, welche mittels eines physikali-
schen Modells aus der Elektrofeldtheorie (Jones et al., 2000) erzeugt wurden. Die GLI-Dichte-
profile wurden entlang der resultierenden Querlinien zwischen den beiden Konturlinien von La-

mina II bis zur Grenze zwischen Lamina VI und der weiflen Substanz extrahiert. Diese Profile
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zeigen die GLI-Verteilung und somit die regionale Zytoarchitektur des Cortex von Lamina II

bis Lamina VI.

Um die aus verschiedenen Griinden (z.B. Kriimmung des Cortex) ungleich langen Profile ver-
gleichbar zu machen, wurden sie auf eine gleiche Tiefe des Cortex an allen Positionen standar-
disiert (0 %: Grenze zwischen Schicht [ und II; 100 %: Grenze zwischen Schicht VI und der
weillen Substanz). Die Form jedes Profils wurde durch einen Merkmalsvektor mit zehn Elemen-
ten bestimmt: Position des Schwerpunktes in x- und y-Richtung, Standardabweichung, Schiefe
und Kurtosis, berechnet aus dem Profil und aus den absoluten Werten seiner ersten Ableitung.
Zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhiltnisses wurden benachbarte Profile in Bldcken zu-
sammengefasst (z. B. Block 1 = Profile 1-22, Block 2 = Profile 23-44). Diese Blocke wurden
mittels des sliding-window approach entlang des Cortex in der vorher markierten ROI verscho-
ben (Schleicher et al., 1999, 2000, 2005). Zur Vergleichbarkeit der Blocke untereinander wurde
die Mahalanobis-Distanz (MD) (Mahalanobis et al., 1949) verwendet. Der MD-Wert sinkt mit
zunehmender Ahnlichkeit der GLI-Profile zweier Blocke und damit ihrer laminaren Muster. Ein
lokales Maximum der MD trat auf, wenn die Grenze zwischen zwei Blocken tiber einer Grenze
zwischen zwei cortikalen Arealen lag. Diese potenzielle zytoarchitektonische Grenze wurde
mittels eines Hotelling-T2-Tests auf statistische Signifikanz gepriift, wobei eine Bonferroni-
Korrektur fiir multiple Vergleiche angewandt wurde (Dixon et al., 1988). Das Ergebnis der
Grenzdetektion wurde in einer Grafik dargestellt (Abb. 3) (Schleicher et al., 1999; Bludau et al.,
2014).
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Abb. 3: Kortikale Arealgrenzfindung mittels statistischer Methodiken: Zunichst wird der zu untersu-
chende Hirnschnitt in histologischer Auflosung digitalisiert und eine ROI ausgewihlt (A). Nach
handischer Einzeichnung der dufleren und inneren Konturlinien (weif3e Linien, rote Punkte), werden die
Traversen (schwarze, blaue, braune und rote Linien) zur Analyse und zum Vergleich der GLI-Profile
berechnet (B). Mittels Mahalanobis Distanz (C) wird durch den ,,sliding-window approach® der Cortex
auf Grundlage der GLI-Profile in unterschiedlichen block sizes (D) verglichen (Bludau et al. 2014).
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2.4 Berechnung der Volumina der Areale

Fiir die volumetrische Analyse wurden Bilder von neun koronar und einem horizontal geschnit-
tenen Gehirn verwendet. Abhingig von der rostrokaudalen und dorsoventralen Ausdehnung der
VAI und des FI in den verschiedenen Hemisphéren waren bis zu 44 Bilder pro Gehirn und He-
misphére erforderlich. Basierend auf der Abgrenzung der Areale wurde das entsprechende Vo-
lumen berechnet und mit dem Schrumpfungsfaktor F jedes einzelnen Gehirns mittels folgender

Formel korrigiert (Bludau et al., 2014, Amunts et al., 2007).
V=5xAx X Ay X F x N;

Dabei ist V das Volumen eines cortikalen Areals in mm?3, berechnet als Produkt der Gesamtzahl
der aus Pixeln bestehenden Flachen (N) tiber alle relevanten 2D-Schnitte (i), dem Abstand zwi-
schen diesen Schnitten (s) und der Grof3e eines einzelnen Pixels (Ax=4y=21.164x = Ay =
21.16Ax=Ay=21.16 pm). Anschlieend wurde jedes Volumen als Verhéltnis des Arealvolumens
zum Gesamtvolumen des Gehirns in Prozent (%) normalisiert, sodass die Daten zwischen den
Gehirnen vergleichbar waren. Mithilfe eines paarweisen Permutationstests (Bludau et al., 2014)
wurden Unterschiede in den Volumina beider Hemisphéren nach Geschlecht analysiert. Die Vo-
lumina wurden den entsprechenden Gruppen (ménnlich/weiblich, linke Hemisphére/rechte He-
misphire) zugeordnet, und ein geschétzter Kontrast wurde berechnet. Die Nullverteilung wurde
mithilfe einer Monte-Carlo-Simulation mit 1.000.000 Wiederholungen ermittelt. War der Kon-
trast groBer als 95 % der zufilligen Verteilungen, wurde der Unterschied zwischen den Gruppen

als signifikant akzeptiert (p=0.05p, Bonferroni-korrigiert fiir multiple Vergleiche).

2.5 3D-Rekonstruktion, probabilistische Karten und maximale Wahr-

scheinlichkeitskarten

Die histologischen Daten wurden dreidimensional rekonstruiert (Amunts et al., 2020). Nach vi-
sueller und statistischer Bestimmung der Grenzen wurden die Areale manuell auf jeden 30. bis
60. hochauflosenden Scan der histologischen Schnitte mit einer speziell entwickelten Software
iibertragen (Amunts et al., 2020). AnschlieBend wurden die individuellen Areale mittels linearer
und nicht-linearer Transformation dreidimensional rekonstruiert (Schormann et. al., 1998;
Homke et. al, 2006). Der 3D-Datensatz eines jeden Gehirns wurde in die MNI-Colin27 (Holmes
et. al., 1998) und die ICBM-2009c-nonlinear-asymmetric (Fonov et al., 2009, 2011; Evans et.
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al. 2012) Referenzrdume tibertragen. Um die interindividuelle Variabilitit zu zeigen, wurden
Wabhrscheinlichkeitskarten (p-maps) erstellt. Diese Karten zeigen fiir jeden Voxel die Wahr-
scheinlichkeit, mit dem ein bestimmtes Areal einer Position im Raum zugeordnet werden kann.
Basierend auf diesen Wahrscheinlichkeitskarten wurden maximale Wahrscheinlichkeitskarten,
auch maximum-probability-maps (MPM) berechnet, indem jedem Voxel das Areal mit der
hochsten Wahrscheinlichkeit zugeordnet wurde (Eickhoff et al., 2005). Zur iibersichtlichen Dar-
stellung der Topografie der Inselrinde wurden flatmaps erzeugt, indem die MPMs aus der Ober-
flaichendarstellung des fsaverage-Templates (inflated view) extrahiert wurden. Alle Karten wur-
den als Datenpublikationen mit umfangreicher Annotation in den Human Brain Project Atlas

integriert (https://atlases.ebrains.eu/viewer) und sind dort frei und 6ffentlich verfiigbar.

2.6 Hierarchische Clusteranalyse und Multidimensionale Skalierung

Eine hierarchische Clusteranalyse wurde durchgefiihrt, um strukturelle Ahnlichkeiten oder Un-
terschiede zwischen der anterioren ventralen Insula und dem frontoinsuldren Cortex zu bewer-
ten. Dartiber hinaus wurde eine multidimensionale Skalierungsanalyse durchgefiihrt, die zuvor
verdffentlichte Bereiche des insuldren Cortex einbezog, um unsere Areale la2, Ia3, 1d8, Id9 und
1d10 in die vorgeschlagene Clusterldsung von Quabs et al. (2022) zu integrieren, die die Areale
Id1, Igl, Ig2 (Kurth et al., 2010b), 1d2, 1d3 (Kossakowski, 2012) und 1d7 (Grodzinsky et al.,
2020) und Ig3, 1d4, Id5, 1d6 und Ial (Quabs et al., 2022) umfasst. Diese Analyse bietet ein iiber-

geordnetes mikrostrukturelles Konzept der gesamten menschlichen Insula.

Dazu wurden 15-20 aufeinanderfolgende Profile in drei exemplarischen Schnitten pro Areal,
Hemisphére und Gehirn an Stellen, an denen der Cortex die geringste Kriimmung und Tangenti-
alitdt aufweist und frei von Artefakten ist extrahiert. Jedes Profil wird durch einen mittleren
Merkmalsvektor dargestellt, der auf dem mittleren GLI-Profil basiert. Diese Merkmalsvektoren
wurden mit statistischen Methoden wie der Ward-Linkage-Methode (Ward, 1963) und der euk-
lidischen Distanz (ED) verglichen, um Unterschiede zwischen zytoarchitektonischen Strukturen

zu quantifizieren.

Eine groBe ED deutet auf eine geringe strukturelle Ahnlichkeit zwischen den verglichenen Are-

alen hin, wihrend eine kleine ED eine hohe strukturelle Ahnlichkeit signalisiert. Die Ergebnisse
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wurden in einem Dendrogramm fiir die Clusteranalyse und einem Punktdiagramm fiir die Dis-
kriminanzanalyse mittels MATLAB® Software (The Math Works Inc., Natick, MA, USA) vi-

sualisiert.

2.7 Quantitative Meta-Analyse

Mit den zugrunde liegenden maximalen Wahrscheinlichkeitskarten wurde fiir jeden Bereich der
ventralen anterioren Insula eine quantitative, koordinatenbasierte Meta-Analyse mithilfe der
Online-Datenbank BrainMap (http://brainmap.org) durchgefiihrt. Die Analyse bestand aus zwei
Arbeitsschritten:

(1) Dekodierung der funktionellen Eigenschaften jedes VAI- und FI-Areals

(2) Analyse der funktionellen Konnektivitdt durch die Erstellung von Koaktivierungskarten.

Die Ausgangsregionen fiir die funktionelle Meta-Analyse waren die maximalen Wahrschein-
lichkeitskarten, die fiir diesen Zweck vom Colin27-Referenzraum in den MNI152-Referenz-
raum transformiert werden mussten. Fiir jeden zytoarchitektonisch abgegrenzten Bereich wur-
den drei Ausgangsregionen definiert: eine fiir die linke und eine fiir die rechte Hemisphére so-
wie eine kombinierte Region fiir beide Hemisphéren. Dadurch konnte sowohl die Funktion ein-
zelner Bereiche als auch eine mogliche funktionelle Lateralisation erfasst werden. Basierend auf
den zytoarchitektonischen Analysen wurden 15 Ausgangsregionen identifiziert. Die erforderli-
chen funktionellen Bildgebungsstudien wurden aus der frei zugénglichen Online-Datenbank
BrainMap entnommen (Fox und Lancaster, 2002; Fox et al., 2005; Laird et al., 2005). Die Er-
gebnisse wurden in Form von 3D-Aktivierungskoordinaten innerhalb eines stereotaktischen Re-
ferenzraums (MNI 152) dargestellt. Zum Zeitpunkt der Analyse variierten die verfliigbaren Ex-
perimente je nach GroBe des untersuchten Bereichs zwischen 12 (Ia2) und 445 (1d8).

2.8 Funktionelle Dekodierung

Die zentrale Idee dieses Ansatzes besteht darin alle Experimente zu identifizieren, die eine be-
stimmte ROI aktivieren und anschlieBend die experimentellen Metadaten zu analysieren, die die
experimentellen Bedingungen beschreiben. Dadurch lassen sich statistische Riickschliisse da-
rauf zichen welche Art von Aufgaben eine Aktivierung in einer bestimmten Region hervorrufen

(Eickhoff et. al., 2011)
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Die BrainMap-Datenbank enthélt die zugehdrigen Metadaten fiir jedes Experiment und ist klas-

sifiziert nach einer von BrainMap entwickelten Taxonomie, die in zwei Dimensionen codiert ist.

e Behaviorale Domiinen (BDs) beschreiben die mentalen Prozesse, die wahrend der
Durchfiihrung einer experimentellen Aufgabe involviert waren. Sie gehdren zu fiinf
Hauptgruppen: Aktion, Kognition, Emotion, Interozeption und Wahrnehmung.

e Paradigmenklassen (auch paradigm classes, PCs) beschreiben die spezifischen Auf-
gaben, die im Experiment verwendet wurden (siehe https://www.brainmap.org/taxo-

nomy).

Fiir jede Ausgangsregion wurde die Haufigkeit der identifizierten BDs und PCs in Bezug auf
ihre Wahrscheinlichkeit innerhalb der gesamten BrainMap-Datenbank bestimmt (Eickhoff et
al., 2011). Nur wenn die BDs und PCs in jeder Ausgangsregion im Vergleich zur gesamten Da-
tenbank tiberreprasentiert waren — sowohl in der Vorwirts- als auch in der Riickwirtsinferenz —

wurden sie in das funktionelle Profil der Ausgangsregion aufgenommen.

e Die Vorwirtsinferenz beschreibt die bedingte Wahrscheinlichkeit [P (AktivierungBD
oder PC)], dass eine Aktivierung in einer Ausgangsregion héaufiger auftritt als die allge-
meine (a-priori) Wahrscheinlichkeit innerhalb der gesamten Datenbank. Das bedeutet,
dass getestet wurde, ob die bedingte Wahrscheinlichkeit einer Aktivierung bei einem
bestimmten Label [P (Aktivierung|BD oder PC)] hoher war als die Grundwahrschein-
lichkeit der Aktivierung der betreffenden Region(en) [P(Aktivierung)]. Die Signifikanz
wurde mit einem Binomialtest bestimmt (p < 0.05, korrigiert fiir multiple Vergleiche
mittels False Discovery Rate (FDR); Eickhoff et al., 2011; Laird et al., 2009).

e In der Riickwirtsinferenz wurde das funktionelle Profil durch die Identifikation der
wahrscheinlichsten BDs ermittelt, die bei einer Aktivierung in einer bestimmten Region
oder einer Gruppe von Regionen auftreten. Diese Wahrscheinlichkeit P (BD oder
PC|Aktivierung) kann aus P (Aktivierung|BD oder PC) sowie P (BD oder PC) und
P(Aktivierung) mithilfe des Satzes von Bayes abgeleitet werden (Eickhoff et al., 2016).
Die Signifikanz (p < 0.05, korrigiert fiir multiple Vergleiche mittels FDR) wurde durch

einen Chi-Quadrat-Test bestimmt.

Die resultierenden vier bedingten Wahrscheinlichkeiten wurden fiir jede Ausgangsregion in ei-

nem Balkendiagramm dargestellt.
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2.9 Meta-analytische Konnektivitits-Modellierung

Die Analyse der funktionellen Konnektivitit (Friston, 1994) der zytoarchitektonisch definierten
VAI- und FI-Areale erméglichte die Identifikation moglicher funktioneller Wechselwirkungen
mit anderen Gehirnregionen. Zu diesem Zweck wurde eine Meta-analytische Konnektivitits-

Modellierung (MACM) (Robinson et al., 2010) durchgefiihrt.

Eine MACM ermoglicht die Charakterisierung der Gesamthirnkonnektivitit jeder Ausgangsre-
gion wihrend der Durchfiihrung experimenteller Aufgaben, indem es signifikante Koaktivierun-
gen mit der Ausgangsregion iiber eine Vielzahl einzelner Experimente hinweg identifiziert

(Eickhoff et al., 2009).

e Zunichst wurden in BrainMap alle Experimente identifiziert, die mindestens einen Ak-
tivierungsschwerpunkt in einer bestimmten Ausgangsregion aufwiesen.

e Anschlieend wurden die abgerufenen Experimente einer quantitativen Meta-Analyse
unterzogen, wobei der modifizierte Activation Likelihood Estimation (ALE)-Algorith-
mus verwendet wurde (Eickhoff et al., 2009, 2012; Turkeltaub et al., 2012).

Dieser Algorithmus zielt darauf ab Gehirnregionen zu identifizieren, die liber verschiedene Ex-
perimente hinweg eine konsistente Aktivierungskonvergenz zeigen, indem die in den Experi-
menten berichteten Aktivierungsfoki als rdumliche Wahrscheinlichkeitsverteilungen anstatt als

einzelne Punkte betrachtet werden.

Entscheidend ist, dass die Konvergenz iiber alle in diesen Experimenten berichteten Aktivie-
rungsfoki hinweg bewertet wurde. Jede signifikante Konvergenz auflerhalb der Ausgangsregion

deutet auf eine konsistente Koaktivierung hin und damit auf funktionelle Konnektivitét.

Die statistische Signifikanz wurde bei p < 0.05 nach Korrektur fiir multiple Vergleiche be-
stimmt (Eickhoff et al., 2016).
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3 Ergebnisse

Es wurden fiinf neue Areale in der ventralen anterioren Insula und dem frontoinsuléren Cortex
identifiziert. Alle Areale unterschieden sich in der Zytoarchitektur, insbesondere in ihrer Gra-
nularitit. Wir benannten die Areale geméaB ihrer Zugehdrigkeit zur insuléren Rinde und ihrer
Granularitit numerisch aufsteigend von den agranuldren Arealen Ia2 und Ia3 zu den dysgraula-

ren Areale 1d8, 1d9 und 1d10.

3.1 Topografie der neuen Areale in der ventralen anterioren Insel-

rinde des Menschen

Area a2 befindet sich regelmifig im Sulcusboden des unteren begrenzenden Sulcus (auch /o-
wer limiting sulcus, LLS). IThre Ausdehnung erreicht teilweise den vordersten Teil des Planum
polare (PP), direkt bevor der Temporallappen sich vom Insula-Cortex abspaltet. Es liegt somit
medial zum sekunddren auditorischen Cortex (TI), rostral zu lal und ventral zu Ia3. Folglich
liegt Ia3 dorsal zu diesem Bereich auf dem vordersten Teil des anterioren langen Gyrus (auch
anterior long gyrus, ALG) der Insula und nimmt dessen Spitze ein. [a3 wird auBlerdem dorsal
von 1d9 und teilweise von lal (Quabs et al., 2022) begrenzt, das posterior zu ihm positioniert
ist. Bereich Id9 befindet sich auf dem mittleren kurzen Gyrus der Insula (auch middle short
gyrus, MSG) an der Spitze der Insula zwischen dem priméren olfaktorischen Cortex (POC, me-
dial) und dem Bereich Id6 dorsal (Quabs et al., 2022). Es hat auch eine kurze Grenze am poste-
rioren Ende zu 1d5 und Ial (Quabs et al., 2022) (Abb. 4).

Area 1d8 befindet sich auf der medialen Halfte des vordersten kurzen Insula-Gyrus (auch ante-
rior short gyrus, ASG) angrenzend an Area Id7 (Grodzinsky et al., 2020), das auf der lateralen
Halfte desselben Gyrus platziert ist. Id10 liegt medial zu 1dS8, die wie Area la2 regelmaBig mit
der ventralen Erweiterung des Claustrums endet und sich dort an von uns noch nicht kartierte
frontoorbitale Bereiche anschliefit. Area Id10 umfasst somit den Cortex zwischen Teilen des
ASG und dem lateralen Ende des posterioren orbitalen Gyrus (auch posterior orbital gyrus,
POG) bis zu dem Punkt, an dem der laterale orbitale Gyrus (auch lateral orbital gyrus, LOG)
mit dem medialen orbitalen Gyrus (auch medial orbital gyrus, MOG) und dem kurzen Insula-

Gyrus (auch short insula gyrus, SIG) im lateralen orbitalen Sulcus zusammenlauft.

16



3.1.1 Zytoarchitektur der Areale Ia2 und Ia3 (Insula, agranulér)

Die agranuldre Area Ia2 (Abb. 4B) zeigt eine GLI-Spanne von 8 bis 14 (%) und ist dadurch ge-
kennzeichnet, dass keine klare Zellschicht II oder IV erkennbar sind, obwohl isolierte granulire
Zellen vorhanden sind. Diese zeigen sich jedoch im durchschnittlichen GLI-Profil nicht als eine
klar abzugrenzende Schicht. Weiteres auffilliges Merkmal ist eine heterogene Schicht III mit
pyramidenformigen Zellen, die in der tiefer liegenden Schicht V zunehmend groBer werden.
Schicht V ist auch die zellreichste Schicht, in der die Pyramidenzellen dicht gepackt sind.
Schicht VI ist lockerer und zellarmer und endet im weilen Mark, aber zusammen mit Schicht V

ist sie durch die groBten Zellen dieses Bereichs gekennzeichnet.

Der GLI-Bereich von Area Ia3 (Abb. 4A) reicht von 9 bis fast 15 (%) und zeigt ebenfalls keine
deutlich abgrenzbare Schicht II oder IV, obwohl auch hier verstreute granulédre Zellen vorhan-
den sind. Area Ia3 unterscheidet sich von Area [a2 durch eine klarere Schichtentrennung, eine
hohere Gesamtzahl an Zellen und viel dichteren Schichten V und VI, obwohl die Lokalisation
von Ia2 im Sulcusboden die Analyse erschwert. [a3 zeigt ebenfalls eine heterogene Schicht 111
mit pyramidenférmigen Zellen, die in ihrer Groe zunehmen. Eine Unterteilung in IIla, b und ¢

ist moglich, wihrend die Schichten V und VI nicht weiter unterteilt werden kdnnen.

Die niedrigen GLI-Prozentsétze zwischen Schicht I und Schicht III (8 bzw. 9%) spiegeln die
Agranularitat dieser beiden Bereiche im Vergleich zu den dysgranuléren Bereichen wider (GLI-
Prozentsdtze von 10, 11 und 12%). Zusammen heben sich Ia2 und Ia3 als sehr heterogene Are-
ale in Bezug auf die Zellverteilung hervor, die sich von den benachbarten Bereichen 1d9 (in-
suldr) und TI (temporal) hauptsachlich durch ihre Agranularitit unterscheiden. Alle Schichten
sind visuell deutlich schwerer voneinander zu unterscheiden als bei der statistischen Methode
und manchmal erscheinen sie im Vergleich zu anderen Arealen, die eine klarere Struktur in der

Schichtentrennung aufweisen, etwas “chaotisch”.

17



B
c
i
.
b3
0 0
(=] o
= 2
3 [2]
o 9
m m
2 =
e o
m m
2 P
= =
A
(] 0
o o
2 P2
o [=]
8 9
m ']
| =
> 8
m ]
AL fl
X &

Abb. 4: Zytoarchitektur und GLI-Profile von Ia2, Ia3, Id8 und Id10 zur Quantifizierung der Zellver-
teilung und Zellschichten von Area Ia3 (A), [a2 (B), Id19 (C) und 1d8 (D).
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3.1.2 Zytoarchitektur der Areale 1d8, Id9 und Id10 (Insula, dysgranulér)
Der GLI der dysgranuldren Area Id9 (Abb. 5A) reicht von nahezu 12 bis fast 16 (%) und ist da-
mit der zellreichste Bereich der ventralen anterioren Insula und des frontoinsuldren Cortex. Das

auffilligste Merkmal von Area Id9 ist ein dichter, schmaler Streifen pyramidenférmiger Zellen

in Schicht Va, gefolgt von einer weniger dichten, aber breiteren Schicht Vb. Die 5. Schicht ist
auch der Ort, an dem die von-Economo-Neuronen zu finden sind (Morel et. al. 2013) (Abb. 5B,
C, D). Schicht VI ist dann wieder zellreicher und die breiteste Schicht. Sie ist ebenfalls in einen
dichten Sublayer Vla und eine breiteren, lockereren Sublayer VIb unterteilt. Schichten IT und IV
enthalten nur wenige Koérnerzellen. Wéhrend Schicht II sowohl visuell als auch im GLI-Durch-
schnittsprofil sehr klar abgegrenzt ist, zeigt Schicht IV ein sehr breites, lockeres Muster. Area
1d9 ist somit als dysgranuldr. Die pyramidenférmigen Zellen in Schicht III zeigen eine Grofen-
zunahme von der Oberflache bis zu V. / V. Schicht, im Gegensatz zu Schicht VI, wo die Grof3e

der Pyramidenzellen wieder abnimmt,
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Abb. 5: Zytoarchitektur von Area Id9 und ihr GLI-Profil zur Quantifizierung der Zellverteilung und
Zellschichten (A), sowie Lokalisation der bipolaren Von-Economo-Neurone (VEN) (B, C, D).

19



Der GLI der dysgranulidren Area Id8 (Abb. 4D) reicht von 11 bis 14 (%). Nach einer zellrei-
chen Schicht II zeigt Schicht III eine Abnahme der Zellanzahl, bevor sie nahezu dieselbe An-
zahl wie Schicht II erreicht. Der Bereich besteht dann aus einem dysgranuléren Band in Schicht
IV. Schicht Va und VI zeigen nahezu die gleiche Zellanzahl und die meisten Zellen insgesamt
in Id8. Sie sind durch eine zelldirmere Schicht Vb getrennt. Die dysgranuldre Area Id10 (Abb.
4C) hat einen GLI von 10 bis 15 (%) und ist durch eine homogene Schicht III gekennzeichnet,
in der pyramidenférmige Zellen gleichméBig verteilt sind und keine weiteren Unterteilungen der
Schicht erkennbar sind. Schicht IV ist dysgranulér, gefolgt von der insgesamt zellreichsten
Schicht Va. Schicht Vb hingegen enthilt weniger pyramidenformige Zellen, etwa genauso viele
wie Schicht III. Die Zelldichte in Schicht VI steigt wieder an, erreicht jedoch nicht die Anzahl
der Zellen in Va.

In den Abbildungen 6, 7, 8 und 9 sind die Areale der VAI und des FI zu ihren benachbarten

Arealen, sowie deren zytoarchitektonischen Grenzen exemplarisch dargestellt.
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Abb. 6: Beispiele der Arealgrenzfindung: zwischen Area Ia2 und TI (A), der signifikanten Maxima der
MD {iber mehrere block sizes in der statistischen Grenzfindung (B) und der Topografie dieser Areale auf
der Inselrinde gezeichnet auf einer flatmap (C), sowie zwischen Area Ia3 und Ia2 (D, E, F). Die Pfeile

und gestrichelten Linien zeigen die Grenze auf den digitalisierten Schnitten im jeweils 42. GLI-Profil.
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Abb. 7: Beispiele der Arealgrenzfindung: zwischen Area Id9 und POC (A), der signifikanten Maxima
der MD iiber mehrere block sizes in der statistischen Grenzfindung (B) und der Topografie dieser Areale
auf der Inselrinde gezeichnet auf einer flatmap (C), sowie zwischen Area 1d6 und 1d9 (D, E, F). Die Pfeile
und gestrichelten Linien zeigen die Grenze auf den digitalisierten Schnitten im 44. bzw. 42. GLI-Profil.
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Abb. 8: Beispiele der Arealgrenzfindung: zwischen Area Id9 und POC (A), der signifikanten Maxima
der MD tiber mehrere block sizes in der statistischen Grenzfindung (B) und der Topografie dieser Areale
auf der Inselrinde gezeichnet auf einer flatmap (C), sowie zwischen Area Id6 und 1d9 (D, E, F). Die Pfeile

und gestrichelten Linien zeigen die Grenze auf den digitalisierten Schnitten im 71. bzw. 48. GLI-Profil.
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Abb. 9: Beispiele der Arealgrenzfindung: zwischen Area Id8 und FO (A), der signifikanten Maxima
der MD iiber mehrere block sizes in der statistischen Grenzfindung (B) und der Topografie dieser Areale
auf der Inselrinde gezeichnet auf einer flatmap (C). Die Pfeile und gestrichelten Linien zeigen die Grenze

auf den digitalisierten Schnitten im 78. GLI-Profil.

3.2 Hierarchische Clusteranalyse und Multidimensionale Skalierung

Eine hierarchische Clusteranalyse wurde auf die fiinf in dieser Arbeit untersuchten Bereiche an-
gewendet. Alle zehn Bereiche (je fiinf pro Hemisphére) wurden in Bezug auf ihre zytoarchitek-

tonischen Unterschiede und Gemeinsamkeiten miteinander verglichen. Die Analyse ergab, dass
alle fiinf Areale einer Hemisphére zundchst immer mit dem gleichen Bereich der anderen Hemi-
sphire clustern, wodurch ihre groBe Ahnlichkeit erfasst wird (Abb. 10, 11). Dariiber hinaus ent-
steht ein Cluster, der a2, 1a3 und 1d9 als zytoarchitektonisch am dhnlichsten beschreibt und die
Areale der ventralen anterioren Insula zusammenfasst, wiahrend das zweite Cluster aus Id8 und

1d10 besteht und somit die frontoinsuliren Areale eine zytoarchitektonische hohere Ahnlichkeit

zeigen als die drei Areale der ventralen anterioren Insula.
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Abb. 10: Hierarchische Clusteranlayse. Die Areale der ventralen anterioren Inselrinde und des fronto-
insuliren Cortex wurden mittels Euklidischer Distanz auf die Ahnlichkeit bzw. Unihnlichkeit ihrer Zy-

toarchitektur analysiert.

Das Verfahren des multidimensional scaling zeigt die Unterteilung der menschlichen Insula in
sechs verschiedene Cluster (Abb. 11, 12), wobei agranulire und dysgranuldre Areale auf der ei-
nen Seite und granulédre und dysgranulére Areale auf der anderen Seite in ihre eigenen Cluster
gruppiert werden. Ebenso existieren rein dysgranulire Cluster, die dann eher ventral anterior
verortet sind. So existiert ein Cluster im dorsalen, posterioren insuldren Cortex aus den granulé-
ren Arealen Igl, Ig2, Ig3 und dem am weitesten posterior gelegenen dysgranularen Bereich 1d2
(Kurth et al., 2010; Quabs et al., 2022). Die Abnahme der Granularitét ist stirker in Richtung
der ventralen anterioren Inselrinde als in Richtung des dorsal-anterioren insuldirem Cortex. Dies
spiegelt sich in dem Cluster der dorsalen posterioren (Id4, 1d6, 1d7; Grodzinsky et al., 2020;

Quabs et al., 2022) und frontoinsuldren, rein dysgranuldren cortikalen Areale (1d8, 1d10), sowie
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dem mittleren dysgranuldren Cluster (Id9) wider. Im Gegensatz dazu zeigt die ventrale anterio-
ren Insula die agranuldren Areale [a3, die dem dysgranulédr-agranuldren mittleren Cluster mit
Ial und Id5 (Quabs et al., 2022) angehoren, sowie [a2, das dem dysgranuldr-agranuléren ventra-
len posterioren Cluster mit Id1 und Id3 (Quabs et al., 2022) angehdrt. Im Vergleich der mikro-
strukturellen Organisation zeigt sich in den gemittelten GLI-Profilen der sechs Cluster im Ver-
gleich, dass sich die Zytoarchitektur nicht nur wie in vorherigen Arbeiten beschrieben, haupt-
sdchlich in der Granularitit der Schicht IV unterscheidet (granuldrer Shift), sondern auch in den

infra- und supragranuléren Schichten II, III, V und VI (Abb. 13).
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Abb. 11: Multidimensionale Skalierung. In einem weiteren Verfahren wurde eine Clusteranalyse auf
die gesamte Inselrinde und weitere Areale unserer Forschungsgruppe erweitert, um nicht nur die regio-
nale Zytoarchitektur der VAI und FI abzubilden. Es zeigen sich sechs Cluster unterschiedlicher Granula-

ritdt (romisch I-VI). Die in dieser Arbeit untersuchten Areale wurden fett und unterstrichen hervorgeben.
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Abb. 12: Flatmap der Inselrinde zur Darstellung der Topografie der Areale in der Tiefe des Gehirns.
Die Einfirbungen zeigen die Cluster (rdmisch I-VI) und deren topografische Nihe, je hoher die Ahnlich-
keit der Zytoarchitektur war. Der zentrale Sulcus der Inselrinde stellt eine makroskopische Grenze zwi-
schen agranulidren Arealen (dorsal davon) und agranuliren Arealen (ventral gelegen). Die weilen Zellen

zeigen das Vorkommen von VENs in Area 1d9 dar.
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Abb. 13: Gemittelte GLI-Profile aller sechs Cluster der Inselrinde. Zytoarchitektonische Unterschie-
den zeigen sich zwischen allen Clustern nicht nur in der granuldren Schicht IV (bisher beschriebener gra-
nuldrer Shift), sondern auch in infra- und supragranuldren Cortexschichten (BIN1-10 entsprechen jeweils

10% der Cortextiefe zwischen Schicht IT und Schicht VI)
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3.3 Volumina der kartierten Areale

Die volumetrische Analyse ergab, dass die drei dysgranuldren Areale (Id8, 9, 10), die mehr
(Id9) bzw. vollstandig (Id8, 10) frontoinsuldr liegen, signifikant gréBere Bereiche sind. Hierbei
ist Id10 mit einem Durchschnitt von 649,7 mm? (+ 277,4 mm?®) das groB3te Areal. Die beiden ag-
ranuldren Areale im ventralen anterioren Teil der Insula sind deutlich kleiner, was sich in der
durchschnittlichen Grofle von Ia3 mit 204,9 mm? (£ 91,4 mm?) und [a2 mit 105,2 mm?3 (+ 54,7
mm?) zeigt. Eine detaillierte Vergleichsanalyse ist in Tabelle 2 zu finden. Zusétzlich wurden die
Volumina der Bereiche durch einen paarweisen Permutationstest auf geschlechtsspezifische und
interhemisphérische Unterschiede getestet, wobei keine signifikanten Unterschiede (p>0,05)

festgestellt wurden.

Hirnareal Korrigiertes mittleres Volumen [mm?3] + SD
Linke Hemisphére Rechte Hemisphére
a2 93 + 57 117 £ 53
Ia3 198 + 82 212 £ 101
1d8 568 + 245 527 + 254
1d9 422 £ 128 435 £ 190
Id10 659 + 364 641 + 191

Tabelle 2: Korrigierte mittlere Volumina und Standardabweichung der fiinf neuen Areale in der ventra-

len anterioren Insula und dem frontoinsuldren Cortex fiir linke und rechte Hemisphére.

28



3.4 (Maximale) Wahrscheinlichkeitskarten im stereotaktischen Raum

Die Wahrscheinlichkeitskarten wurden fiir jedes der insgesamt zehn Areale im 3D-MNI Colin-
27 Referenzraum (Holmes et al., 1998) und dem ICBM 2009c¢ nichtlinearen asymmetrischen
Template (Fonov et al., 2009, 2011, Evans et. al. 2012) berechnet. Diese Karten bieten Informa-
tionen iiber die Wahrscheinlichkeit, dass ein Voxel einem bestimmten Bereich basierend auf
den zytoarchitektonischen Daten von zehn interindividuellen Gehirnen zugeordnet wird. Die
entsprechenden Schwerpunktkoordinaten (centers of gravity) sind in Tabelle 3 dargestellt, die
Wahrscheinlichkeitskarten in Abbildung 14. Eine rote Farbe bzw. Wert von 100% bedeutet
demnach, dass das entsprechende Areal in allen 10 Gehirnen in diesem Voxel an einer bestimm-

ten Position kartiert wurde.

Die maximalen Wahrscheinlichkeitskarten bilden eine liberlappungsfreie, vereinfachte Darstel-
lung im Raum. Hier wird jedem Voxel endgiiltig ein Bereich zugewiesen, der die hdhere Wahr-
scheinlichkeit aufweist, in diesem Voxel basierend auf dem Datensatz aufzutreten (Eickhoff et

al., 2005) (Abb. 14). Unsere MPM zeigt unsere zytoarchitektonische Parzellierung der mensch-
lichen ventralen anterioren Insula und des frontoinsuléren Cortex und deren Topografie im Co-

1in27 MNI Referenzraum.

29



Abb. 14: Wahrscheinlichkeitskarten der Areale der VAI und des FI. Die Abbildung zeigt fiir unsere
Areale Ia2, 1a3, 1d8, 1d9 und 1d10 farbkodiert die prozentuale Wahrscheinlichkeit, mit der das jeweilige
Areale in allen zehn untersuchten Gehirnen im jeweiligen Voxel zu finden war (blau = geringe Wahr-
scheinlichkeit; rot = hohe Wahrscheinlichkeit). Die Schwerpunktkoordinaten (y, z, XL (linke Hemi-

sphére), xL (rechte Hemisphére) konnen Tabelle 3 entnommen werden.
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SchlieBlich wurden die mikrostrukturellen Karten zusammen mit den anderen Arealen des Jii-
lich-Brain-Atlasses auf die cortikale Oberfldche des fsaverage-Templates (Abb. 15) projiziert.
Sie zeigen einen Blick in die Tiefe der Fissura lateralis und zeigen die Nachbarschaftsverhalt-

nisse der Areale.

Abb. 15: Topografie der Inselrinde nach unserer Kartierungsmethode. Oberflichendarstellung aller

insuldren Areale unserer Arbeitsgruppe und anderer Nachbararealen oder gap maps (Mangin et al. 2021).
Um die Inselrinde anschaulicher darstellen zu kénnen wurde eine Ansicht der Region gewéhlt, der soge-
nannte inflated view (Fischl et al. 2012), bei der die inneren Cortexanteile zu besserer Sichtbarkeit heraus-
gestiilpt werden. Der EBRAINS Atlas ist erreichbar unter (https://humanbrainproject.eu/en/explore-the-

brain).

Die Wahrscheinlichkeitskarten und MPMs sind 6ffentlich zugénglich und kénnen kostenlos
vom EBRAINS Atlas des Human Brain Project heruntergeladen werden (https://humanbrain-
project.eu/en/explore-the-brain).

31



Hirnareal Referenzraum Schwerpunktkoordiaten der p-Karten

Linke Hemisphire Rechte Hemisphére
X y z X y z
a2 MNI 152 -41 2 -21 42 3 -19
Ia3 MNI 152 -39 2 -13 40 4 -13
1d8 MNI 152 -35 20 -4 37 22 -5
1d9 MNI 152 -41 7 -7 42 10 -9
1d10 MNI 152 -30 19 -12 31 21 -14

Tabelle 3: Schwerpunktkoordinaten der Wahrscheinlichkeitskarten fiir VAI and FI-Areale. Im
MNI 152 Referenzraum und aufgeteilt nach linker und rechter Hemisphére.

3.5 Funktionelle Dekodierung der VAI und des FI

Die funktionelle Dekodierung wurde mittels Vorwirtsinferenz (Activation|BD oder PC) durch-
gefiihrt, um die Wahrscheinlichkeit zu testen, dass ein Bereich aktiv ist, wenn man den BD oder
PC kennt. Ebenso per Riickwértsinferenz (BD oder PC|Activation), um die Wahrscheinlichkeit
zu testen, dass ein BD oder PC ausgefiihrt wird, wenn der Bereich aktiv ist. Dabei wurden nur
die BDs und PCs mit dem hdchsten Wahrscheinlichkeitsverhéltnis beriicksichtigt. Es gab weder
eine Lateralisation fiir Areal 1d9, der mit ,,Wahrnehmung: Somatosensorischer Schmerz* und
,.Schmerzkontrolle* assoziiert ist, noch fiir die Areale Id8 und 1d10, die mit ,,Emotion: Positiver
Belohnung®, ,,Gliicksspiel* und ,,Belohnung* in Verbindung stehen. Nur die Areale Ia2 und Ia3
zeigten eine Lateralisation, wobei die rechte Hemisphére bei ,,Kognition: Aufmerksamkeit*
(beide Bereiche) aktiv ist und die linke Hemisphére bei ,,Kognition: Sprache/Semantik* (nur
Areal [a2) und ,,passives Sehen (nur Areal la3). Wenn man alle gefundenen Funktionen (auch
die mit niedrigerem Wahrscheinlichkeitsverhiltnis) beriicksichtigt, gibt es auch fiir die Areale
1d8, Id9 und Id10 eine Lateralisation (Tab. 4). Das linke Areal 1d8 ist zusétzlich auch bei ,,Kog-
nition: Sprache/Semantik* aktiv, wiahrend das rechte Areal Id8 zusétzlich bei ,,Interozeption:
Thermoregulation®, ,,Wahrnehmung: Somatosensorischer Schmerz®, ,,Aktion: Hemmung® und
»aeschmack® aktiv ist. Areal Id9 in der rechten Hemisphére zeigt zusitzlich Aktivitit bei
,»Wahrnehmung: Gustation®, ,,Interozeption: Sexualitit”, ,,Geschmack® und ,,passives Sehen*.
Auch Areal 1d10 hat zusitzliche Funktionen, jedoch nur in der rechten Hemisphare (,,Kognition:

Denken®, ,,Aktion: Hemmung*) (Tab. 4).
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Hirnregion  Anzahl der Experimente Funktionelle Dekodierung

Ia2 links 19 Kognition: Sprache/Semantik
Ia2 rechts 12 Kognition: Aufmerksambkeit
Ia3 links 32 Zuschauen, Schmerzmonitoring/-diskrimination,

Gesichtsmonitoring/Diskrimination

Ia3 rechts 9 Kognition: Aufmerksamkeit
1d8 links 111 Emotion: Belohnung/Gewinn
1d8 rechts 151 Perzeption: Somatosensorischer Schmerz, Emotion: Beloh-

nung/Gewinn, Aktionsinhibition, Interozeption: Thermore-
gulation, Belohnung, Schmerzmonitoring/-diskrimination

1d9 links 445 Perzeption: Somatosensorischer Schmerz, Schmerzmonito-
ring/-diskrimination
1d9 rechts 445 Perzeption: Gustation, Interoception: Sexualitét, Schmerz-

monitoring/-diskrimination
Id10 links 123 Emotion: Belohnung/Gewinn, Gliicksspiel

1d10 rechts 237 Emotion: Belohnung/Gewinn, Kognition: Uberlegen, Kog-
nition: Uberlegen, Aktionsinhibition, Belohnung

Tabelle 4: Auflistung der funktionellen Dekodierung der VAI und FI-Areale. Die drei zytoarchitek-
tonischen Custer (i) Ia2/Ia3 zeigen vornehmlich Funktionen aus dem Bereich der Kognition, (ii) der Emo-

tion (Id8/1d10) oder (iii) Perzeption (Id9).
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P(Activation | Domain) P(Domain | Activation)
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L L L L L L L L L
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P(Activation | Paradigm) P(Paradigm | Activation)
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Film Viewing
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0 1 2 3 4 0 0.02 0.04 0.06
Likelihood ratio Probability

Abb. 16: Exemplarische Darstellung der Funktionen von Area Id8 (rechts). Nach funktioneller De-
kodierung mittels Riickwirts- und Vorwértsinferenz zeigten sich folgende BDs und PDs fiir Area 1d8
(rechts). Nur wenn eine BD oder PD in beiden Inferenzen einem Areal zugewiesen werden konnte, wurde
es in den Katalog der Funktionen dieses Areals aufgenommen (griiner Kreis) oder von ihm ausgeschlos-
sen (rotes Kreuz). Alle weiteren Darstellungen der Funktionen der weiteren Areale finden sich im An-

hang.
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3.6 Meta-analytisches Koaktivierungsmodell

3.6.1 Koaktivierungen mit insuliiren Arealen Ia2 und Ia3

Die funktionelle Koaktivierung von Area la2 unterscheidet sich deutlich in den jeweiligen He-
misphéren. Die rechte Hemisphire zeigt vorwiegend eine funktionelle Koaktivierung mit der
linken Amygdala und nur wenig mit der rechten Amygdala. Die linke Hemisphére zeigt weniger
subcortikale und mehr cortikale Koaktivierungen mit dem rechten superioren Temporalgyrus,
dem linken prizentralen Gyrus und dem rechten frontalen opercularen Cortex. Ahnlich wie das
benachbarte Areal la2 zeigt auch Areal [a3 Koaktivierungen mit der linken Amygdala in beiden
Hemisphéren. Das linke Areal 1a3 zeigt auBerdem andere kleine Koaktivierungscluster in nicht-
subcortikalen Regionen, wie mit der anterioren Division des linken cinguléren Gyrus, der rech-
ten dorsoanterioren Insularcortex (Areal Id7) und dem linken parietalen opercularen Cortex. Es
muss erwéihnt werden, dass die MACM-Analyse von Areal [a2 und Areal 1a3 zeigt, dass diese
Areale viel kleiner sind als die dysgranuldren Areale und mit weniger Experimenten in der Ana-

lyse vertreten sind. Daher zeigen sie weniger Koaktivierungen.

3.6.2 Koaktivierungen mit insuliirem Arealen Id8, Id9 und Id10

Das Koaktivierungsmuster des linken Areal Id8 ist etwas variabler als das des rechten Areal 1dS.
Beide Hemisphéren zeigen jedoch den gréBten Koaktivierungscluster mit dem paracinguléren
Gyrus. Weitere Koaktivierungen sind mit der linken temporo-okzipitalen fusiformen Cortex und
dem linken mittleren temporalen Gyrus (temporo-oczipitale Teil) zu finden. Das rechte Areal ist
mit dem linken superioren parietalen Lobus und der rechten parietalen operculdren Rinde koak-
tiviert. Eine vollstdndige Auflistung ist in Tabelle 5 zu finden. Fiir die Areale Id9 in der linken
und rechten Hemisphére gibt es eine sehr starke Achse der Koaktivierung zwischen diesen Are-
alen und den anterioren Divisionen des cinguldren Gyrus auf der linken und rechten Hemi-
sphére. Die linke Area Id9 zeigt auBBerdem mehrere Koaktivierungen mit dem linken und rech-
ten Thalamus, dem beidseitigen Nucleus caudatus sowie verschiedenen cortikalen Bereichen
(Tab. 5). Auch die linken und rechten Areal Id10 zeigen wie Areal Id9 und Areal Id8 eine starke
insulo-cinguldre Achse und Koaktivierungen mit subcortikalen Bereichen wie der linken
Amygdala, dem rechten Pallidum und dem Nucleus caudatus (fiir die linke Area Id10), sowie
dem bilateralen Thalamus, dem Nucleus caudatus und dem linken Pallidum (fiir die rechte Area

1d10). Weitere cortikale Koaktivierungen sind in Tabelle 5 zu finden.
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Hirnregion  Clustergroie X Y Z Koaktivierte Region
[Voxel]
a2 links 443 +56 -24 +2 Rechter superiorer tem-
poraler Gyrus
156 -52 -8 +42 Linker prézentraler Gy-
rus
123 -46 +14 0 Rechter frontaler opercu-
larer Cortex
Ia2 rechts 424 +42 +6 -20 Rechte Amygdala
176 -30 -8 -20 Linke Amygdala
Ia3 links 998 -24 0 -22 Linke Amygdala
133 -8 +20 +2 Gyrus cingularis, anteri-
ore Division
107 +34 +20 +2 Rechter insuldrer Cortex
(1d7)
97 -60 -26 +16 Linker parietaler opercu-
larer Cortex
Ia3 rechts 132 -26 -2 =22 Linke Amygdala
1d9 links 868 +2 +20 +30 Rechter Gyrus cingularis,
anteriore Division
-4 +2 +44 Linker Gyrus cingularis,
anteriore Division
814 -14 -16 +6 Linker Thalamus
+8 -12 +8 Rechter Thalamus
+4 -26 -10 Hirnstamm
-10 +10 0 Linker Nucleus caudatus
204 +12 +14 0 Rechter Nucleus cauda-
tus
535 -50 -18 +14 Linker zentraler opercu-
larer Cortex
246 +58 -28 +22 Rechter parietaler oper-
cularer Cortex
184 -44 +12 +22 Linker inferiorer fron-
taler Gyrus, pars opercu-
laris
150 +50 +16 +30 Rechter inferiorer fron-
taler, pars opercularis
1d9 rechts 2117 +4 +24 +32 Rechter cingulirer Gy-
rus, anteriore Division
-4 +10 +50 Linker cinguldrer Gyrus,
anteriore Division
298 -50 -30 +24 Linker parietaler opercu-
larer Cortex
248 +60 -30 +22 Rechter parietaler oper-
cularer Cortex
291 +60 -4 +24 Rechter priazentraler Gy-
rus
+42 -76 -8 Rechter lateraler okzipi-
194 taler Cortex, inferiore Di-

vision
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Hirnregion  Clustergrofle X Y 4 Koaktivierte Region
[Voxel]
1d8 links 3350 -2 +14 +48 Linker paracingulérer
Gyrus
1716 -32 -52 +48 Linker superiorer parie-
taler Lobus
880 -30 -64 -24 Linker temporaler oczipi-
taler fusiformer Cortex
-36 -56 -32 Linkes Cerebellum, crus
I
247 +36 -64 -26 Rechtes Cerebellum, crus
I
731 +32 -60 +46 Rechter lateraler oczipi-
taler Cortex, superiore
Division
233 +58 -22 +8 Rechtes planum tempo-
rale
170 -60 -38 +14 Linkes planum temporale
-54 -48 +6 Linker mittlerer tempora-
ler Gyrus, tempo-
rooczcipitaler Teil
211 -38 +52 +10 Linker frontaler Pol
1d8 rechts 3269 +2 +18 +46 Paracinguldrer Gyrus
1575 -34 -54 +48 Linker superiorer Parie-
tallappen
1352 +34 -56 +48 Rechter lateraler oczipi-
taler Cortex, superiore
Division
628 -40 -62 +34 Linker temporaler oczipi-
taler Cortex
303 +60 -24 +22 Rechter parietaler oper-
cularer Cortex
270 +32 -62 -26 Rechtes Cerebellum,
Crus IV
205 -38 +52 +10 Rechter frontaler Pol
1d10 links 3198 -48 +28 +10 Linker inferiorer fron-
taler Gyrus, Pars opercu-
laris/triangularis
-20 -2 -12 Linke Amygdala
-28 -2 +48 Linker mittlerer frontaler
Gyrus
1557 +14 +6 -2 Rechtes Pallidum
+8 +8 +10 Rechter nucleus caudatus
846 +2 +14 +52 Rechter paracinguldrer
Gyrus
-4 +28 +40 Linker paracingulérer
Gyrus
1d10 rechts 8226 +12 +12 -2 Rechter Nucleus cauda-
tus
-12 +10 -4 Linker Nucleus caudatus
+6 -18 +8 Rechter Thalamus
-10 -14 +6 Linker Nucleus caudauts
-46 +8 +26 Linker inferiorer fron-

taler Gyrus, Pars opercu-
laris
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Hirnregion  Clustergrofle X Y 4 Koaktivierte Region
[Voxel]
1d10 rechts 2054 -4 +26 +42 Linker paracingulérer
Gyrus
1279 +46 +12 +26 Rechter inferiorer fron-
taler Gyrus, Pars opercu-
laris
458 -34 -54 +50 Linker superiorer Parie-
tallappen
237 -36 -64 -22 Linkes Cerebellum, Crus
VI
193 +32 -58 +50 Rechter lateraler okzipi-

taler Cortex, superiore
Division

Tabelle 5: Funktionelle Konnektivitit und Koaktivierungsmuster fiir die VAI und den FI. Gezeigt

sind die koaktivierten Regionen und die Voxelgrofe des koaktivierten Bereichs, sowie deren Schwer-

punktkoordinaten.
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4 Diskussion

Die vorliegende Studie liefert zytoarchitektonische Karten des menschlichen ventralen anterio-
ren insuldrem und frontoinsuldrem Cortex, die in mehreren 3D-Referenzraumen verfiigbar sind.
Sie basieren auf Bildanalyse in Kombination mit statistischen Berechnungen und sind somit
Grundlage fiir die Reproduzierbarkeit der Kartierung. Dariiber hinaus vervollstindigt die Studie
frithere Kartierungen unserer Arbeitsgruppe im Bereich der menschlichen Insula: vorherige Ar-
beiten von Kurth et al., 2010, Grodzinsky et al., 2020 und Quabs et al., 2022. Die Areale wur-
den weitestgehend in den gleichen Gehirnen analysiert, so dass die Befunde dieser Arbeit mit

den vorherigen Kartierungen unserer Gruppe direkt vergleichbar sind und sich erginzen.

Mit Hilfe von Bildanalyse und statistischen Tests wurden die Grenzen von fiinf verschiedenen
Arealen innerhalb der VAI (Ia2, 1a3, Id9) und des FI (Id8, 1d10) festgestellt. Zusétzlich zu den
Arealen Ial, Id1-7 und Igl-3, die von den anderen bereits erwahnten Forschern unserer Gruppe
beschrieben wurden. Wir schlieBen somit eine gap map der anterioren Inselrinde, die an Regio-
nen wie der posterioren Inselrinde, dem Temporallapen, und dem orbitofrontalem Cortex an-
schlieft. Abbildung 16 zeigt drei weitere direkt angrenzende gap maps, deren Kartierung mittels

unserer statistisch unterlegten Methode noch aussteht.

Unsere Daten legen nahe, dass der insuldre Cortex zytoarchitektonisch aus 16 Bereichen be-
steht, die in Bezug auf die Clusteranalyse in sechs {ibergeordnete mikrostrukturelle Doméanen
gruppiert sind. Diese zeigen einen longitudinalen Gradienten der Granularitit von granular zu
dysgranuldr im dorsalen Teil der Insula von posterior nach anterior sowie einen diagonalen Gra-
dienten der Granularitit von granular zu dysgranulér bis agranuldr von posterior/dorsal nach an-
terior/ventral. Zusétzlich ist nicht nur der Grad der Granularitét in der vierten Schicht unter-
schiedlich zwischen den Bereichen, sondern auch die Zelldichte in den supra- und infragranulé-

ren Schichten, wie bereits zuvor von Quabs et al., 2022 angezeigt (Abb. 13).

Die funktionelle Dekodierung zeigt eine Clusterung in drei Doménen: eine emotionale frontoin-
suldre Domine, eine kognitive ventral-anterior Doméne und eine perzeptuelle mittel-anterior
Doméne. Die emotionale Domaéne ist hauptsdchlich mit dem paracinguldren Cortex koaktiviert,
wobei die zugehorigen Areale Id10 weiterhin Koaktivierung mit dem inferioren frontalen Gyrus
(IFG), Thalamus und dem Caudatus zeigen. Area Id8 ist gleichzeitig mit dem superioren parie-
talen Lobulus und dem lateralen okzipitalen fusiformen Cortex koaktiviert ist. Die perzeptuelle

Domaéne zeigt starke Koaktivierungen mit dem anterioren cinguléren Cortex und Thalamus,
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Hirnstamm und Nucleus caudatus. Zusétzlich gibt es schwichere Koaktivierungen mit dem in-
ferioren frontalen Gyrus und dem parietalen operkuldren Cortex, dem lateralen oczipitalen
Cortex und dem prazentralen Gyrus. Die kognitive Domaéne ist durch starke Koaktivierungen
mit der bilateralen Amygdala und dem anterioren dorsalen Insula-Cortex, dem superioren tem-
poralen Gyrus und dem frontal operkuldren Cortex sowie dem parietalen operkuldren Cortex

und zuletzt dem anterioren cinguléren Cortex gekennzeichnet.

4.1 Parzellierung der menschlichen Inselrinde — wo stehen wir und

wie erweitert unsere Arbeit den Stand der Forschung?

Der aktuelle Stand der Forschung zur Klassifikation der menschlichen Insula liefert teils unter-
schiedliche Ergebnisse. Es gibt verschiedene Klassifikationen basierend auf anatomischen Be-
dingungen, wie z.B. zytoarchitektonische (Mesulam & Mufson, 1985, Morel et al., 2013) oder
unserer Kartierung (Kurth et al., 2010; Grodzinsky et al., 2020; Quabs et al., 2022) oder
myeloarchitektonischen Karten (Royer et al., 2019, 2020). Zudem existieren Parzellierungen
des insuldren Cortex basierend auf funktionalen oder Koaktivierungsdaten (Kurth et al., 2010;
Kelly et al., 2012). Jede dieser Herangehensweisen hat ihre eigenen Unvollstindigkeiten und
zeigt leichte Unterschiede in der Parzellierung. Daher ist es wiinschenswert diese multimodalen
Daten miteinander zu vereinbaren, um die Parzellierungen gegenseitig zu unterstiitzen und eine
zytoarchitektonische Basis zu liefern, die bislang nicht in einem gemeinsamen 3D-Referenz-

raum verfiigbar war.

Unsere Arbeit unterstiitzt weitgehend die zuvor weit akzeptierten und gut untersuchten Prinzi-
pien des granuldren Shifts, als auch eine klare anterior-posteriore Differenzierung der Insel. Die
Ergebnisse dieser Arbeit legen jedoch nahe, dass sowohl die anteriore als auch die posteriore
Insel in weitere Areale unterteilt werden kann und der granuldire Shift zwar ein wichtiges mik-
rostrukturelles Kriterium darstellt, sich jedoch Unterschiede in der Zytoarchitektur liber alle
Zellschichten hinweg finden lassen. Die Konzepte eines antero-posterioren Gradienten (Brod-
mann, 1909; von Economo und Koskinas, 1925; Bailey und von Bonin, 1951; Nieuwenhuys et
al., 2012) oder das Konzept eines konzentrischen Gradienten von agranulér {iber dysgranulér bis
granulédr rund um den allocortikalen Pol der Insula (Rose, 1928; Brockhaus, 1940; Mesulam &
Mufson, 1985) scheinen also nicht die mikrostrukturelle und funktionelle Diversitét der Insel-

rinde vollstdndig abzubilden.
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Die Ergebnisse der multidimensionalen Skalierung unterstiitzen den zentralen Sulcus der Insula
als makro- und mikroanatomische Grenze (Abb. 11), da es einen diagonalen Gradienten von
granular iiber dysgranuldr bis agranuldr auf den beiden langen Gyri der Insula von dorsal-
postero bis ventral-anterior gibt und einen Gradienten von granular bis dysgranuldr in einer ge-
raden posterior-anterior Achse der Insula, wobei alle granuldren Bereiche posterior zum zentra-
len Sulcus auf den beiden langen Gyri liegen und die anterioren Teile der Insula strikt dysgra-
nulér auf den drei bis vier kurzen Gyri zu verorten sind. Dies wird auch durch anatomische Da-
ten (Quabs et al., 2022), sowie in funktionalen Studien (Cauda et al. 2011, Alcauter et al., 2015)
bestitigt. Fiir die in dieser Arbeit analysierten Regionen und Cluster gibt es Uberschneidungen
mit Ergebnissen aus anderen Kartierungsverfahren, funktionaler Koaktivierung und Funktion.
So zeigte die funktionelle Resting-State-Connectivity-MRT (rs-fcMRI) -Kartierung, dass vier
funktionale Bereiche im vorderen Teil der Insula detektiert wurden (Nelson et al., 2010). Hier
entspricht die vordere Insula unserem frontoinsuléren Cortex (Area 1dS8, Id9), die ventrale Insula
unseren Bereichen Ia2 und Ia3, die posterior (mittlere) Insula unserem 1d9-Cluster und ein dor-
sales Cluster entspricht unserem anterioren dorsalen Cluster (Id5, 6, 7; Quabs et al., 2022;

Grodzinsky et al. 2020). Wir liefern damit eine mikrostrukturelle Basis fiir diese Befunde.

Basierend auf unserer zytoarchitektonischen Clusteranalyse und der multidimensionalen Skalie-
rung erweitern wir das Konzept der menschlichen Inselrinde von Quabs et al., 2022 und unter-
teilen die Insularinde in sechs statt drei zytoarchitektonische Cluster (Abb. 11). Wir postulieren,
dass der granuldre Shift in der Insula ein gut diskutiertes und bewiesenes Konzept ist, jedoch
allein nicht ausreicht, um die strukturellen Unterschiede der zytoarchitektonischen Daten zu er-
kléren und ebenso nicht allein als mikrostrukturelle Grundlage fiir die vielen verschiedenen
Konnektivitdten und Funktionen des Insula ausreicht. Zusétzlich zum granularen Shift sehen
wir auch deutliche Unterschiede in der Zytoarchitektur der infra- und supragranuléren Schichten
(Abb. 13). Es gibt eine hohere Zelldichte in den Schichten V und VI fiir die dysgranulédren-agra-
nuldren Cluster und das dysgranulér-granulare Cluster. Zusétzlich gibt es eine hohere Zelldichte
in den Schichten II, Il und IV fiir die rein dysgranuléren Cluster, insbesondere die dorsalen und

frontoinsuldren Cluster.
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4.2 Arealtopografie, Zytoarchitektur und Nomenklatur der Insel-

rinde

Der Vergleich unserer Karte mit aktuellen Karten zeigt weitere Gemeinsamkeiten, insbesondere
in der Analyse von Morel, die sieben Insula-Subdivisionen (G, Ig, Id-1-3, Ial-2, Morel et al.
2013) von granulér iiber dysgranuldr bis agranulér in einem postero-dorsalen bis antero-ventra-
len Verlaufs fand. Nicht die Anzahl der Areale, sondern eher die Verteilung der Granularitit
iiberschneidet sich eng mit unseren Ergebnissen (einschlieBlich Kurth et al., 2010, Grodzinsky
et al., 2020, Quabs et al., 2022). Es gibt jedoch noch kleine Unterschiede hinsichtlich der Kenn-
zeichnung des Grades von a-, dys- oder granuldr. Zum Beispiel entspricht Morels [a2 (Morel et
al., 2013) unserem Areal 1d9. Diese Unterschiede konnten auf die ,,weichen®, beobachterabhin-
gigen Schwellenwerte zuriickzufiihren sein, die bei der Kennzeichnung des Grads der Granula-
ritdt angewendet werden. Das konnte auch erkldren, warum Morel die VENs hauptséchlich in
agranuldren Insula-Regionen (Morels Ia2) fand, wéahrend wir sie in einer dysgranuldren Region
(Id9) entdeckten. Dariiber hinaus fand Morel VENs in Arealen, die Id6 (Quabs et al., 2022), Id7
(Grodzinsky et al., 2020) oder unserem eigenen Areal a2 entsprechen. Daher stehen Morels Er-
gebnisse beziiglich der Verteilung der VENs eher im Einklang mit den Ergebnissen von Allman
et al. (2010) hinsichtlich der weiter verbreiteten VENs. Jedoch nicht hinsichtlich des Ausmafies
bis zu unserem Areal Ia2 in der insulo-temporalen Ubergangsregion. Dies konnte auf interindi-
viduelle Variabilitdt zuriickzufiihren sein, so dass in zukiinftigen Studien eine genauere Unter-

suchung der Verteilung der VENSs in der menschlichen Insula von Interesse ist.

Der Vergleich unserer Karte mit der Insula-Karte der Makaken (Evrard et al., 2014, 2019) zeigt
ebenfalls Unterschiede und Gemeinsamkeiten. Evrard kartierte einen groBeren Teil des Cortex
als agranuldr und stellte eine feinere Parzellierung in der ventralen anterioren Insula auf. Dies
konnte auf Speziesunterschiede zuriickzufiihren sein, da kiirzlich argumentiert wurde, dass die
Karten von Affen nicht eins zu eins auf den menschlichen Cortex iibertragen werden konnen
(Quabs et al., 2022). Der Standort der VENs scheint jedoch derselbe zu sein wie beim Men-
schen. Allerdings betrachtet Evrard, ebenso wie Morel, dieses Gebiet des Insula-Cortex als ag-
ranulér. Unsere dysgranuldren Bereiche 1d8 und 1d10, die anterior zu den agranuldren Teilen lie-
gen, sind in den Karten der Makaken nicht zu sehen. Dies konnte wiederum auf Speziesunter-
schiede zuriickzufiihren sein oder darauf, dass wir die Insula als weiter anterior ausgedehnt er-
achten. Dieser Bereich wird basierend auf der Nomenklatur des Allen Brain Atlas als frontoin-

suldrer Cortex bezeichnet (https://atlas.brain-map.org/) (Faillenot et al. 2017).
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43 Komplementierung der insuliren zytoarchitektonischen Cluster-

analyse anhand multimodaler Daten

Konsistente Koaktivierungsdaten unterstiitzen unsere Ergebnisse, dass die ventrale anteriore In-
sula und der frontoinsulare Cortex ein starkes Koaktivierungsmuster mit dem bilateralen anteri-
oren cinguldren Cortex, dem bilateralen Thalamus und der bilateralen Amygdala zeigen (Menon
und Uddin, 2010) und unterstiitzen die Annahme, dass die VAI und der FI im diskutierten Sali-
enznetzwerk verankert ist. Angesichts der Tatsache, dass Area 1d9 die bipolaren VENs enthélt
und grofle Koaktivierungscluster mit dem ACC aufweist, das ebenfalls als Bereich gilt, der
diese Zelltypen enthélt, wire ein genauerer Blick auf diese Neuronen wiinschenswert. Die funk-
tionale Dekodierung der VAI und des FI in dieser Studie zeigt insgesamt viele verschiedene
Funktionen (Tab. 4). Diese lassen sich jedoch auf drei Doménen zusammenfassen, die den drei
Clustern aus der zytoarchitektonischen Analyse entsprechen: (i) Kognition (Ia2, 1a3), (ii)
Perzeption (1d9), (iii) Emotion (Id8, Id10). Es bestehen auch Ahnlichkeiten im Vergleich zu an-
deren funktionalen Studien. In den vier funktionalen Clustern von Kurth et al. (2010) gibt es
eine rdumliche Uberlappung zwischen dem "sozio-emotionalen" Cluster (einschlieBlich der
Area Id8, Id10) und dem ““sensorimotorischen Cluster” (einschlieBlich der Area 1d9). Das “sen-
sorimotorische Cluster” wird in motorische Funktionen unterteilt, die im hinteren Teil zu finden
sind und in verschiedene sensorische Funktionen, die in der mittleren Insula lokalisiert sind
(insbesondere Schmerzverarbeitung in 1d9). Kelly et al. zeigten eine multimodale umfassende
Karte der Inselrinde basierend auf ,,aufgabeninduzierter Koaktivierung, intrinsischer (d.h. auf-
gabenunabhéngiger) funktioneller Konnektivitdt und struktureller Kovarianz der grauen Sub-
stanz* (Kelly et al. 2012). Je nach K-Clustering (2 bis 15) entwickelt sich eine Parzellierung der
Insula, die unserer zytoarchitektonischen Parzellierung nicht unihnlich ist. Aber selbst hier fiih-
ren die kleinsten Unterschiede zu teils unterschiedlichen Ergebnissen in den funktionalen Berei-
chen fiir iiberlappende Gebiete in Kellys und unseren Karten. Zum Beispiel ist Kellys Cluster 6
wie unser Areal 1d10 lokalisiert, wird jedoch dem Bereich Kognition (Ged4chtnis, Aufmerk-
samkeit, Schlussfolgerung) zugeordnet. Cluster 8 deckt Teile unseres Areals Id8 ab, zeigt je-
doch die funktionalen Bereiche Emotion (Traurigkeit, Angst, Freude, Wut, Ekel) und Kognition
(Gedéchtnis), was leicht von unserer funktionalen Dekodierung abweicht. Es gibt jedoch auch
Ahnlichkeiten wie z.B. bei ihrem Cluster 4, das den funktionalen Bereich Wahrnehmung ent-
hilt. Ahnlich wie unser gleich verortetes Areal 1d9. Unserer Meinung nach zeigt dies erneut die
Bedeutung von mikroanatomisch analysierten Karten, um sie mit anderen Modalitéten abzuglei-

chen und sich der Aufschliisselung der Inselrinde zu nidhern.
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Deshalb wire es auch wiinschenswert die anderen von unserer Forschungsgruppe kartierten Be-
reiche oder Cluster einer MACM-Analyse und funktionalen Dekodierung zu unterziehen, um
die zytoarchitektonischen Daten zu stiitzen und eine Analyse der gesamten Inselrinde auf der

Grundlage mehrerer Modalitéten zu erstellen.

4.4 Zusammenfassung

Diese Studie liefert die erste zytoarchitektonische Karte der menschlichen ventralen anterioren
Insula in einem gemeinsamen 3D-Referenzraum mittels Bildanalyse, gestiitzt durch eine statisti-
sche Methode und unter Beriicksichtigung der interindividuellen Variabilitdt anhand der Ana-
lyse von zehn postmortalen menschlichen Gehirnen. Fiinf zytoarchitektonisch unterscheidbare
Areale innerhalb der ventralen anterioren Insula (Ia2, Ia3, Id9) und des frontoinsuldren Cortex

(Id8, 1d10) wurden identifiziert.

Unter Einbeziehung weiterer Daten zur Inselrinde aus unserer Forschungsgruppe présentieren
wir eine Clusteranalyse und eine multidimensionale Skalierung fiir die gesamte menschliche In-
selrinde. Diese zeigen eine Unterteilung der Insula in sechs Cluster:

() granuldr-dysgranulérer posteriorer dorsaler Cluster,

(IT) dysgranulédr-agranuldrer mittlerer posteriorer Cluster,

(IIT) dysgranulérer mittlerer anteriorer Cluster,

(IV) dysgranular-agranuldrer ventraler posteriorer Cluster,

(V) dysgranulérer dorsaler anteriorer Cluster und

(VI) dysgranulérer frontoinsulérer Cluster.

Damit zeigen wir, dass das Prinzip des granuldren Shifts in der Insula zwar zutreffend ist, je-
doch erweitert werden muss. Die Verdnderungen in der Granularitit respektieren den Sulcus
centralis als Grenze. Allerdings betreffen die Zellverteilungen nicht nur die vierte Schicht, son-
dern zeigen auch deutliche Unterschiede zwischen den Clustern in den infra- und supragranuli-

ren Schichten.

Unsere funktionelle Dekodierung deutet darauf hin, dass die agranuldren Areale Ia2 und Ia3
zum Teil unterschiedliche Funktionen je nach Hemisphédre haben kdnnten. Beide Hemisphéren
sind an kognitiven Funktionen beteiligt, jedoch iibernimmt die linke Hemisphére eine Rolle in

der Aufmerksamkeit, wihrend die rechte Hemisphére in Sprache, Semantik und passivem Sehen
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involviert ist. Die frontoinsuldren Areale Id8 und Id10 zeigten nur eine geringe funktionelle La-
teralisation; beide Hemisphiren waren wéhrend emotionaler Funktionen aktiv, insbesondere im
Zusammenhang mit Belohnung und Gliicksspiel. Auch fiir Id9 fanden wir nur eine geringe
funktionelle Lateralisation. Hier zeigte sich eine starke Koaktivierung mit den ventrolateralen
und mediodorsalen thalamischen Kernen auf beiden Seiten sowie mit dem anterioren cingulédren
Cortex in beiden Hemispharen bei Wahrnehmungsfunktionen wie Somésthesie, Schmerz und

Schmerziiberwachung.

Angesichts der Prasenz von VENs in Areal 1d9 und im ACC kdnnte dies auf eine Rolle dieser

bipolaren Neuronen in diesen Funktionen hinweisen.

Die Wahrscheinlichkeitskarten und maximalen Wahrscheinlichkeitskarten stehen 6ffentlich und
kostenlos im eBRAINS Atlas des Human Brain Project [https://search.kg.ebrains.eu] zur Verfii-
gung und sind in den Referenzraumen MNI152 2009¢ nonlinear asymmetric, MNI Colin 27 und

fsaverage abrufbar (https://www.ebrains.eu/explore-the-brain).
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